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(54) Bezetchnung: SGREENING-MODELL 



(57) Abstract 

A screening-model is disclosed for determining the inhibiting effect of substances on the P-rypc ATP-ase activity of Helicobacter. 
The screening model in question comprises, (a) a recombinant organism consisting of host cells Deformed with at least one P-typc 
ATP-ase gene which can be controlled via a promoter (b) an inductor for gene activation of the P-type ATP-asc; (c) cations which inhibit 
the metabolic activity of the recombinant organism only in the presence of Helicobacter P-iypc ATP-ase; and (d) a measurcmcni device 
determining the metabolic activity of the recombinant organism. 



(57) Ziisa mmenfassung 

Es wird ein Screcning-Modcll zur Bestimmung der die P-Typ ATPase-Aktivitflt von Helicobacter hemmenden Wirkung von Substanzen 
beschrieben. das a) eincn tekombinanten Organismus bestehend aus mit mindestens einem tlber einen Promoter steucrbaren P-Typ ATPasc- 
Gen transformienen WinszcUen, b) eincn Induktor zur Gcnaktivierung der P-Typ ATPase. c) Kationen, welche die Stoffwcchselakuvitat dcs 
lekombinantcn Organismus nur in Gegenwart von Hclicobacter-P-Typ ATPasc beeintrtchtigen. und d) cine McBcinrichtung zur Bestimmung 
der Stoffwechselaktivitflt des rekombinanten Organismus umfaBt. 
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Screenin{:-M(jdell 

Trrhnisrhf*s Gf^hir.t 

Die Erfindung beiriffi ein Screcning-Modell zur Besiimmung der die P-ATPase-Aktivitat von Helicobacter 
hemmenden Wirkunc von Substanzen. 

Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein humanpathogenes, gasirisches Bakterium, dessen Eradikation aus dem 
Magen heuie als obligate Voraussetzung fur die dauerhat'te Heilung von H. pylori-assoziierten Krankheiten 
gilt. Der Keim wird im Magen vorzugsweise in und unter der Schleimhaut, mimmer auch zwischen den 
Epithelzellen getiinden. Durch die Einzigartigkeii des Milieus, in dem sich der Keim befindet, muJl H. pylori 
stoffwechselphysiolocische Straiegien entwickeli haben, die sein Oberleben im Gastroiniesdnalbereich des 
Menschen ermoglichen. 

Es ist heute bekannt, daB das Auftreten des Keims haufig mil der EntwickJung von Gastritis, Ulcer und mit 
bestimmten Formen des Magenkrebses ursachlich assoziieri ist. Die heute ublichen Therapieformen basieren 
auf der Gabe von Substanzen. die die Aktivitat der gastrischen Protonen-Pumpe, die H + /K+-ATPase. 
inhibieren zusammen mit antibiotisch wirkenden Substanzen, die einerseits v^rkmechanistisch nicht immer 
verstanden sind und andererseits die Gefahr der Ausbildung von Resisienzen beinhalten. Aufgrund der weiten 
Verbreitung des Keims und der bis heute unbetriedigenden Therapie-Strategien ist daher der Bedarf an neuen 
Therapie-Straiegien grofi. 

Das Primar-Screening nach helicobacteriziden Substanzen basiert heute zum einem weitgehend auf in vitro- 
Methoden wie dem Agardilutionstest, mit dem sich die minimale inhibitorische Konzentration bezugHch des 
H. pylori-Wachsiums besiimmen laBt, Daneben werden haufig auch helicobacter-infizierte Tiere als in vivo- 
Modelle fiir das Screening von helicobacteriziden Substanzen eingesetzt. In bciden Fallen ist der relanv 
aufwendige Umgang mil dem Keim notwendig, der sich einerseits durch ein relativ langsames Wachstum, 
weshalb langere Zuchiungs- bzw. Kuliivierungszeiten benotigt v^erden, und andererseits durch anspruchsvoUe 
Medienbedingungen auszeichnet (Mikroaerophilie, Serumzusatz ist notwendig). Zudem ist H. pylori 
humanpathogen (nach dem Deutschen Bundesseuchengesetz als S2 kiassifiziert) und die Handhabung daher 
mit entsprechenden Sicherheitsmafinahmen und Auflagen verbunden. Bei der Entwicklung von helicobac- 
teriziden Arzneimitieln ist daher der Bedarf nach einfachen in viu-o Primar-Screening-Modellen, mit dercn 
Hilfe sich auch der Einsaiz an Versuchsiieren in der primaren Screenincphase reduzieren laBt, groC. Solche 
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Screening-Modelle konnen Grundiage sein fiir die Entwicklung von geeigneien, sicheren und effizienten 
Therapieformen zur Eradikation dieses humanpalhogenen Bakteriums. Die Targets zukunfuger Eradikations- 
sirategien sollien, urn eine sichere und mogiichsi helicobakierspezifische Wirkung zu gewahrleisten, nach 
Moglichkeit in ihrer molekularen Struktur und biochemisch-physiologischen Bedeutung fur den Keim 
beschrieben werden konnen. Auf der Basis von rekombinanten Screening-Modellen. an denen die Wirkung 
von Drugs auf klonierie Helicobacier-Funktionen uniersucht werden kann, ist die Entwicklung und Ver- 
besserung von Drugs umer Beriicksichiigung von Drug-Target-Wechseiwirkungen bis in den molekularen 
Bereich moglich. 

RH>crhrp>;hiin^ ij^^p Frfinfliing 

Eine Aufgabe der Erfindung isi in der Zurverfugungsteliung eines Screening-Modells zu sehen, das ohne 
besondere Sicherheitsautlagen und ohne den Einsaiz von Versuchstieren das Primar-Screening von Sub- 
stanzen mil Helicobacter hemmender Wirkung eriaubt. 

Es wurde nun festgesielU, daft die Messunc der Stoffwechselakii vital eines rekombinanten Organismus, der 
mit mindestens einem uber cinen Promotor steuerharen heiicobacterspezifischen P-ATPase-Gen transformiert 
ist, in Gegenwart von Kationen, welche die Sioftwechselaktivitiit des rekombinanten Organismus nur 
zusammen mit Helicobacier-P-ATPase hemmen, zur effektiven und hochselektiven Bestimmung der 
helicobacterhemmenden Wirkung von zu uniersuchenden Substanzen verwendet werden kann. 

Ein Gegenstand der Erfmdung ist daher ein Screening-Modell zur Bestimmung der die P-ATPase-Aktivitat 
von Helicobacter hemmenden Wirkung von Substanzen umtassend 

a) einen rekombinanten Organismus bestehend aus mit mindestens einem iiber einen Promotor steuer- 
baren P-ATPase-Gen transformierten Wirtszellen. 

b) einen Induktor zur Genaktivierung der P-ATPase. 

c) Kationen, welche die Stolfwechselakiivitat des rekombinanten Organismus nur in Gegenwart von 
Helicobacter-P-ATPase beeinu^achtigen, und 

d) eine MeBeinrichtung zur Bestimmung der Stoffwechselaktivitat des rekombinanten Organismus. 

Weitere Gegenstande ergeben sich aus den Unieranspriichen. 

Aus dem H. pylori-Genom wurden DN A-Fragmeme isoliert, die fiir Plasma-Membran assoziierte ATPasen 
vom P-Typ kodieren, im folgenden P-ATPasen oder Helicobacter-P-ATPasen genannt. Naher untersucht 
wurden insbesondere die ATPasen 439 und 948. Die Helicobacier-P-ATPase-Gene wurden gereinigt, 
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kJoniert. sequenziert und funktionell in transtormierien E. coU exprimiert. Die Funkdon bzw. Aktivitat der 
hetcrologen Genprodukte interteriert mit der metabolischen Aktivitat des rekombinanten Mikroorganismus. 
wie z.B. mit der Protonen-Konzeniration in der unmittelbaren Umgebung der Zellen, und kann daher meft- 
technisch erfaBt werden. Die rekombinanten Organismen. die das spezielle P-ATPase-Gen exprimieren, 
konnen benutzi werden. biologische imd/oder chemische Verbindungen. die die Aktivitat der HP-P-ATPase 
beeinflussen. vorzugsweise inhibieren. zu detekueren (Screening) und fiir die Wirkung auf Helicobacter zu 
optimieren. 

Das Win-Vektorsystem erlaubt das Screening nach Substanzen. die mit der klonierten ATPase interagieren. 
ohne primar mitdem relativ aufwendig zu kuhivierenden H. pylori und nach Sicherheitsstufe S2 klassifizier- 
ten Keim arbeiien zu mussen. 

Daneben kann aut dieser Basis uber die Expression von gezielt mutierten ATPase-Sequenzen die molekulare 
Wechselwirkung zwischen Protein (Target) und Inhibitor gezielt analysiert werden (AufUarung des Wirk- 
bzw. Bindungsmechanismus). Somit bietet das System auch die Grundlage fiir ein gezieltes Design von 
Inhibitoren (drug development). 

Die Isolierung der ATPase-Gene aus dem H. pyiori-Genom sowie deren Insertion in bakterielle Expressions- 
vektoren und Klonierung ertolcen nach an sich bekannten Methoden. 

Als Wirtszellen wurden vorzugsv^ise Abkommlinge von E. coli K12 verwendet. wobei E. coli MM294 
bevorzugt ist. 

Als bakterielle Expressionsvektoren kommen die ublichen. kommcrziell erhalUichen Plasmide fiir die 
bakterielle Expression in Frage. Hierbei ist der hybride Tac-Promotor aus dem lac/irp-System bevorzugt. 
aber ebenso sind weitere Promotoren wie beispielsweise trc, lac oder trp einseizbar. Als Expressionsplasmid 
eignet sich auch insbesondere pT12-l . welches in Kapitel 3. 1 .2 im Detail beschrieben ist. 

Das erfindungsgemaBe Modell zum Screening nach Substanzen. die die P-ATPase-Aktivitat von Helicobacter 
hemmen, besteht aus einem rekombinanten Organismus. transtormiert mil mimJestens einem Helicobacter-P- 
ATPase-Gen. das von einem Promoter aus exprimiert wird. Die Synthese der P-ATPase fiihrt in der 
Winszelle zu einer Sensitivitiit gegenuber Medien, die neben C- bzw. N-Quelien eine Reihe von lonen. dar- 
umer NH/-lonen. enthalten. Diese P-ATPase-vermittelte Sensitivitiit der Wirtszelle auBert sich phanotypisch 
durch eiiie unmittelbare und signitlkame Verminderung bzw. Veranderung der zellularen Stoffwechsel- 
aktivitat, die meBtechnisch erfaB. werden kann. Dieser Eftek, aut die zellulare Aktivitat des rekombinanten 
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Organismus. der nur unter Expression der Helicobacler-P-ATPase(n) gefunden wird, kann beispieisweise 
durch ortho-Vanadai, einem Inhibitor von P-ATPasen, verhinderi werden. Das Modell eignei sich daher zum 
Screening und zur Verbesserung von spezifischen Inhibiioren der Helicobacter-P-ATPase(n). die spezifisch 
mit der Helicobacier-P-ATPase-Aktivitat interagieren. 

Die Funkuon des Modells wird nachstehend am Beispiel eines rekombinanten Organismus gezeigi, der aus 
einer E. coli K12-WirtS2elle und einem rekombinanten Expressionsplasmid besieht. In das Plasmid wurde 
eine P-ATPase inseriert, die aus H. pylori (HP) isoliert wurde. Die abgeleitete Aminosauresequenz des P- 
ATPase-Gens zeigi in der computergestuizten Homologie-Analyse signifikante Ahnlichkeit mit bereits 
bekannten bakteriellen und eukaryontischen P-ATPasen, insbesondere mit solchen, deren Funkiion im 
Transport von zweiweriigen Kationen liegi. Das Gen bzw. Genprodukt stellt ein mogliches Target fur eine 
differentielle Drug-Therapie von H. pylori-assoziierien Krankheiten dar. Das Gen bzw. dessen rekombinante 
Expression in anderen Organismen ermoglicht das Screening und die Detektion von Substanzen, die das 
spezielle Gen und/oder die korrelierende Genfunktion in ihrer Aktivitat beeinflussen, vorzugsweise inhi- 
bieren. 

Die vorliegende Erfmdung ermoglicht das spezifische und selektive Primar-Screening auf Basis einer 
speziellen Helicobacier-Funktion (P-ATPase- Aktivitat) mit Hilfe von rekombinanten Organismen, die als 
nichthumanpathogen eingestutt und von ihrer Handhabung her deutlich anspruchsloser sind. Da P-ATPasen 
von essentieller Bedeutung tlir den milieu- bzw. keimspezifischen lonenhaushall bakterieller Organismen wie 
H. pylori sind, siellen diese hochselektive Targets fiir die differentielle Helicobacter-Therapie dar, ubcr die 
der Keim in seinem naturlichem Habitus durch enisprechende Verbindungen in seiner vitalen Integrital 
entscheidend inhibiert und abgetotet werden kann. 

21ur Messung der Stoffwechselaktivitat des rekombinanten Organismus eignen sich alle als MaU fiir die Stoff- 
wechselaktivitat von bakteriellen Zelien bekaraiten Parameter. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin- 
dung eignet sich insbesondere die Bestimmung des pH-Wertes in der unmittelbaren Umgebung von aktiven 
Zellen. Zur Messung sind handelsubliche Cytosensor-Microphysiometer (Firma. Molecular Devices, 
GrSfelfing) besonders geeignet. Als MaB fiir die S toft wechselaktivitat wird die Acidifizierungsrate, d. h. die 
Geschwindigkeit, mit der das Medium durch die zellulare Stoffwechselaktivitat angesauen wird, verwendet. 

F.y pf^ri mt* nti* W^m 

Die beschrieben Arbeitsschritte und Methtxlen beu-effen insbesondere die Isolierung, Analyse, Klonierung 
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und Expression von DNA. Diese Meihoden sind in ihrer Art und Technik gut verstanden und beschriebcn 
worden. Die experimenlellen Arbeiien wurden nach dicsen ubiichen Methoden der Gen- bzw. Molekularbio- 
logie durchgefuhrt (Molecular Cloning, Maniatis et al.. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989). Die 
Compuier-gestutzie Analyse von gewonnenen DNA-Sequenzen zur Detekdon von ORFs (Open reading 
Frames / offenen Leserahmen), Homolocie-Untersuchungen u.a. kann mil den in groOer Vielfialt zur 
Verfugung siehenden genetischen Computerprogranimen und Datenbanken durchgefuhn wcrden (z.B. 
DNASIS/PROSIS, PC-Gene, UW-GCG). 

1 , Isolierung von DN A-Fragmenien aus dem H.pylori-Genom, die P-Typ-ATPase-Gene und bcnachbar- 
le DNA-Regionen mil weiieren Helicobacter-Genen enthalten. 



1 . 1 Beschreibung der Gensonde 



Bei Beginn der Arbeiten waren aus dem HP-Genom keine P-ATPasen isolieri und enisprechende DNA- 
Sequenz-lnformation daher nicht verfiigbar. Ein Homologie-Vergleich von P-ATPase-Sequenzen aus anderen 
pro- und eukaryonrischen Organismen zeigt. daB diese Enzymklasse neben einer beachUichen Strukturhomo- 
iogie auch uber Bereiche vertugt. in denen die Aminosaure-(AS)-Primarsequenzen stark konserviert 
vorliegen. Bne besonders konservierie Region, deren Existenz namensgebend fiir diese Klasse der Membran- 
ATPasen ist, stellt die Phosphorylierungsielle (P-Stelle) der P-ATPasen dar. Von der AS-Primarsequenz der 
P-Sielle wurde ein DNA-OIigonukleotid abgeieitel (1282), das eine selekuonierte Subpopulation von 16 DNA- 
Sequenzvariationen von mehr als 2CXX) mogiichen darsielh. Das 20bp Oligonukleotid 1282 stellt eine Mischung 
von 16 verschiedenen DNA-Sequenzen dar, die fur die DKTGT(1/L)T Konsens-Sequenz von P-ATPascn 
kodieren. Nachstehend ist die Aminosauresequenz im Einbuchstaben- und Dreibuchstaben-Code uber der 

DNA-Sequcnz des DNA-Oligonukleotids angegeben: 

D K T G T I/L (T) 
Asp Lys Thr Gly Thr lie (Thr) 

Leu 

5'- GAT AAA ACC GGC ACC ATC AC - 3 • 
A G T G 

Das mit Digoxigcmn markicrtc DNA-OIigonuklcotid 1-282 NNOirdc zunachst in Soulhcm-Blot-Analyscn mit ge- 
nomischcr DNA aus HP und E. coli, die zuvor mit den Rcstriktionscndonuklcascn EcoRl, Hind3 bzw. Ava2 
vcrdaut wurden, cingesctzt. Das DNA-Oligonuklcotid hybridisicrie cfTizient mit der HP-DN A und zcigtc sich 
daher als gccignet fur ein nachfolgcndes Gcn-Screcning 1-282 in bridisicrte auch mil der E. coli-DNA, was fur 
die Scrcenmg-Stratcgie von bcsondcrcr Bcdcutung war. 
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Von dcr AS-Pnmarscquenz dcr P-Konscnsus-Rcgion wurdcn wcitcrc DNA-Oligonukleotide abgcicitct, die fur 
die DKTGT(IA.)T-Koiiscnsus-Scqucnz von P-ATPascn kodiercn (P-Rcgion\P-Stelle). Diese abgcicitcten 20bp 
langcn DNA-Sonden stellen ^ crschicdcnc Subpopulationen und damit DNA- Scquenzvariationen dcr P-Rcgion 
dar. In ihrcr Langc cntsprechen dicsc dcni DNA-Oligonukieotid 1-282. 1-405 bis M09 cntsprcchcn dcm 
gcsamten DNA-Scquenz-Pool, dcr allc moglichen Scqucnzcn dicser Region umfaBt. Diese Oligonukleotide 
konnen cntsprechcnd der Vorgchcnsweisc bei 1-282 fur die Dcleklion und Isolicrxing von potcnticllcn P Typ- 
Gcncn durch Anwcndung dcr ublichcn Markicrungs- und Hybridisierungsmethoden cingcsetzt wcrden. 

Nachstchcnd sind die DNA-Sequcnzcn dcr DNA-OIigonukleotid-Mischungcn (DNA-Sonden 1-405, 1406, 1-407, 
1-408 und 1-409) in 5 -j'-Richtung angegcbcn: 

GA(TC) AA(AG) AC(AGCT) GG(AGCT) AC(AGTC) AT(TC) AC ist 1-405, 
GA(TC) AA(AG) AC(AGCT) GG(AGTC) AC(AGTC) AT(CA) AC ist 1-406, 
GA(TC) AA(AG) AC(AGCT) GG(AGTC) AC(AGTC) TT(AG) AC ist M07, 
GA(TC) AA(AG) AC(AGCT) GG(AGTC) AC(AGTC) CT(TC) AC ist 1-408 

und 

GA(TC) AA(AG) AC(AGCT) GG(AGTC) AC( AGTC) CT(AG) AC ist DNA-Oligonukleotid 1-409. 

Positioncn in Klanunem niit mchrcrcn Bascn slcllcn variable Positionen dar. Die Molekiilc vvurden fiir die 
Hybridisieningsexpcrimentc mit dcm Digoxigcnin 3'-Endjnarkierungskit (Bocliringcr Mannheim) entsprechend 
der Vorschrift dcs Hcrstellcrs markierl. Aus dcm direktcn Scquenzvcrgleich dicser DNA-Oiigonukleotide (1-405 
bis 1-409) mit dcr Basenabfolge und -Komplcxitat dcr DNA-Sondc 1-282 zcigt sich, daB die Sonden 1-405 bis 
1-409 jeweils dcutlich degcnericrter, d.h. in ihrcr Sequcnz vanabler, sind Die hohere Komplcxitat dicser Sonden 
sollte es ermoglichcn, wcnn diese allc zum Einsatz kommcn, die gesamte P Tvp-ATPase-Familic zu isoliercn. 
Durch die erhohtc Degeneration dcr Sonden im Vcrglcich zu 1-282 crhbht sich zwar die Gefahr der Isolierung 
von "falsch positiven" Plasmidcn aus dcr H.pylori-Gcnbaiik, die aber auf Ebene dcr DNA-Sequcnzierung 
eindeutig von den P Typ ATPase-Genen getrcnnt wcrden konnen. 

Istmit eincm DNA-Oligonuklcotid erst cinmal cine beslimmle P T>p ATPasc aus dem H.pyiori-Genom isoliert, 
so kann auf Grundiage dcr crliakcnen, eindcutigcn Scqucnzinrormation cine Rcisoiierung weiterer Kopien geziell 
durchgefiihrt werdcn, wobci wicdcmm die bckanntcn Siandardniethoden dcr Molekuiarbiologie zum Einsatz 
kommen. Dieses Vorgchcn isi insbcsondcre dann von Vortcil, wcnn nur cine particllc DNA-Scquenz cmer P Typ 
ATPasc auf eincm isolicrtcn Plasmid vorliegt. 
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1 .2 Beschrcibuiig dsr HP-Gcnbank 

Die HP-Gcnbank w-urdc von Dr. Rainer Haas (Tubingen) konsirujcrt und zur Vcrfugung gesteHt. 

Die HP-Gcnbank xxwdc ausgchcnd von HP-Isolat 69A ersicllt Dazu xvurde chromosomalc DNA aus HP69A 
isoliert und mil Sau3A teilvcrdaut. DNA-Fragmcnte >3 kb vvurdcn gelclektrophoretisch angereichcrt. 

Als Klonicrangsveklor >^mdc pRH 160 eingesctzt (Fig. 1), dcr iibcr cmen TctrazN'klm-Rcsistenzmarker (Tet^) 
verftgL Das 2.44 kb-Plasmid vcrfiigt auBcrdem ubcr erne singulars Bgl2-Sdirultstcnc im Polylinkerbcreich. 
Dicse BgI2-StcIic %vwde zur Klonicning der HP-DNA-Fragincnte bcnutzt. Die rekombinanten Plasmide wurden 
m E. coU HBlOl transfomiicrt und klon.crt Es m.rdcn 2x10^ unabhangige Transfomiandcn crhalten. Nach 
AmpliOkauon xvmdcn 200 Ml-Al.quois mil jcueils 3.7x10* cfu (color^y forming units) abgefullt und gclagcrt. 
Die indas Plasmid insenerten HP-DNA-lnscrlioncn lasscn sich ubcr e.ncn Doppeiverdau mil EcoRl und Xhol 
v^eder aus dcm Vcktor hcraussclineidcn. 

1.3 Plasmid pRH439 

1.3.1. Isolierung von pRH4 3 9 



Da die DN A-Sonde 1-282 audi mil E coli-DNA reagiert (1.1) xvurde das Screening direkt an dcr Plasmid-DNA 
durchgefuhil. Dozu wurde cin Aliquot aus dcr Genbank m dcr Weisc vcrdunnt und als Inokuluro auf 20 Kultur- 
rohrchen verteilt. daB in jedem Rohrchen ctwa 70 unabhangige Klone aus der Genbank vcrtretcn warcn. 

Insgesamt ^^•urdcn durch diese Vorgchc^s^^•else 1400 Klone (von den 20.000 vorhandenen) von mil Digoxigcnin 
markieitcm Oligonukleotid 1-282 nach P-ATPasen durchsucht. Die 1400 Plasmide stellten bei einer dureh- 
schnilllichen GroDc dcr HP-DNA-lnserlioncn yon ca. 3000 bp ctwa 2-3 H. pylori-Genomaquivalcnte dar. 

Von den 20 "gemischtcn Plasmid-Kulturen" svmde je\vcils cine Plasmidpraparaiion angefertigt. Bin Aliquot der 
Baktfiricnkultuien xvurde als GlyccrinkonserA C wcggefroren. Die Plasmidpraparaiionen wurden nach Restrik-tion 
mil EcoRl/Xhol einer Southcm-Blol-Analyse mil 1-282 als Sonde unierzogen Die Plasmidmischung Nr. 4 
ergab dabci ein dcuUiches Signal. Von dcr cntsprechcndcn Glycerinkonser^•c vvurde daher ein Aliquot auf LB- 
Agaiplattcnplatticrt. Von stalislisch ausgcwahllcn Kolonicn ^^■urdcn emcut Plasmid-Praparaiionen angefertigt, 
die\«e im Priniarsoccn per Southcm-Blot-Anahtik untcrsucht xuirdcn. Hicrbci envies sich die Plasmid-Prapa- 
raiion Nr. 39 als posiiiv. Dieses Vorgchen fiihrtc zur Isolierung \ on Plasmid pRH439. 
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1.3.2. Sequcnz- Analyse des isoUcrtcn Plasmids pRH439 

Das Plasmid iragt eine mil EcoRl-Xliol hcrausscluieidbare HP-DNA-Insertion von ca. 3,4 kb Liingc. DNA- 
Scquenzicrung fiihrte zu dcm Resuliat, daC das HP-spezifischc DNA-Fragment cincn ORF (Open Reading 
Frame) von 2058 bp enthalt. Dicser kodiert fur em Protein von 686 Ammosauren, In Fig. 2a-c ist die crhaltcnc 
DM A-Scqucnz und die daraus rcsuliicrende Aminosaurc-Scqucnz wiedcrgegcbcn. 

Die Polypeptidkettc enihalt in Position D-388 (Asp-388) bis T-394 (Thr-394) die fur die Isolicrung des Gens 
bcnutztc konservative Box, die die fur P-ATPascn cliarakicristische P-Stellc beinhaltct. Die Hydrophobizitats- 
analyse zeigt cine ganze Reihc von moglichcn transmembrancn Helices, die fiir die spezicllc Mcmbran-Topolo- 
gie des Enz>Tns notwendig und fur P-ATPasen und andcre Menibranenzx-me charakteristisch sind. 

Ein besondercs Merknial dcr isoliencn HP-ATPase. abweichend von den bisher isolicrten P-ATPasen, ist die 
hohe Konzeniration von Cysicin- und Histidm-Restcn. Cys- und His-Rcste trcten massiv auf im Bcreich von AS- 
Position 420 bis 550. AuCerdcm zeichnet sich das Enzviii durch eine N-termmale HIHNLDCPDC lonen- 
BindestcUe aus und bcsitzt ein internes CPC-Motif 

In der hclicobactcr-spezifischcn DNA-Inscnion des Plasmids pRH439 wurde vor dem ATPasc-Gcn (ATPasc- 
439) ein zusatzlichcn ORF gcfundcn, dcr durch die Klonicningssiclle abgebrochen wird und dcshalb unvoll- 
standig ist. Die Hclicobacter-spezifische DNA-lnscrtion von pRH439 ubcrlappt aber am 5'-Endc mit dcr 
Insertion von Plasmid pRH514, so daC sich mit Hilfe des Plasmids pRH514 der ATPase -assoziierte ORF 
vervollstandigen lieB. 

1.4. Plasmid pRH5 14 

1.4.1. Isoherung von pRH514 

Dieses Plasmid wiu-de aus dcr H.pylori 69A-Genbank isolicrt wie fiir pRH439 bcschrieben. Allcrdings vmrdc 
als Sonde das DNA-Oligonukleotid 1-407 cingescut. 

Sequcnziening dcr H.pylori-spezifischen DNA-hisertion von pRH5 14 ergab, daii diesc 3097 bp umfafit. Die 
DNA-Scquenz sowie die Aminosaurcscquenz des komplctten ORF ist in Fig. 3 gezeigt. 
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1.4.2 Scqucnz- Analyse dcs isoliertcn Plasniids pRH5 14 

Die DNA-Scqucnz wurde mitlels DNA-Scqucnzicrung bcstimnu. Es sielltc sich hcraus, daD die pRH514- 
Inscmons-DNA die DNA-Sequcnz des Plasmids pRH439 nach 5' vcrlangert. Dabci wird das in pRH439 durch 
die Klonicmngssielle untcrbroclicne Leserasicr, das dcm P.Tv'p-ATPasc- vorausgeht, komplettiert. Da dieses dcr 
ATPasc vorgeschaltete Gen fiir cin Prolcinprodukt kodicrt und auf dcm Chromosom von H.pylori 69A 
offcnsichtlich bcnachbart zur bcscliriebcbcn P-T\p-ATPasc lokalisicri ist, v^iirdc das abgeleitcte Gcnproduki als 
ATPasc assoziicrtes Protein (AA-Protcin, kurz: AAP) bczeiclinet. 

Dcr AAP-kodicrende ORF von pRH514 sagt cine Aminosaurckctlc bcstchend aus 506 Rcsten voraus. 24 bp 
stromabwarts schlieBt sich der ORF fur die ATPasc 439 an, dcr auf pRH5 14 allerdings im 3'.Bcrcich unvoll- 
standig ist. 

Das AA-Protcin ist durch einc signifikantc Homologie zu Rcsponsc-Rcgulatorcn von baklerieUcn 
Zwcikomponcntcn-S\stciTien charaklcnsicrt. Dicsc S>-stcmc dcr Signalu-ansduktion sctzcn sich in dcr Rcgcl. aus 
cincr mcmbranstandigen Scnsorkinase und einem c\tosohschcn Rcsponse-Rcgulator-Protcin zusammen. Das 
AAP von H.pylon zeigt uber djc gesamte Aniinosaurcscqucnz cine Idcntitat von ca. 15-20% mit E.coh NtrC und 
K-pneumoniac NilA, z\vei bckannten Rcsponsc-Rcgulaior-Protcincn. 

H. pylori-AAP laBt sich cntsprcchcnd den bckannten Rcsponse-Rcgulatorcn in drei Domancn untcrglicdcm: cine 
regulative N-tcrminalc Domanc mit eincm Aspartat-Rest in Position 56, einc zcntralc Domane mit cincm 
sogcnannten Walker A ATP-BnidungsmoLifCGIy-Scr-Pro-Gly-Cys-Gly.Lys.Scr) und die C-tcrminalc Domanc 
mit HclL\-Tum-Heli\-Moiiven, die auf die Mogiichkcit zur Intcraklion mit DNA hindcutcn. AufTallcnd ist, daB 
die zcntralc Domane von AAP vier sNiiimctrisch angcordncte Cys-Rcstc cnthalt (Positioncn 358, 360, 370, 372). 

I. 5. pRH948 

1.5.1. Isolicrung von pRH948 

Dicscr DNA-Klon wurde mittcls DNA-Sondc M08 aus dcr H.pylori-Gcnbank isolicrt. Die Isoiicningstratcgic 
ist unter 1.3.1. bcschricben. 

1.5.2. Scqucnz-Analysc dcs isoliertcn Plasmids pRH948 

Das Plasmid cnUialt cine H. pN-lori-spczifischc DNA-lnscrtion von ca. 4,5 kbp. Die DNA-Scqucnz %^-urde mittcls 
DNA-Sequcnzicninc bcstimmt. Die DNA-Scqucnz cnihalt 4 komplciic ORFs (ORFs 2-5) sowie 2 unvoU- 
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stiindige, tcrminale ORFs (ORFl und 6). in Fig. 4 ist die kompletic DNA-Sequenz und djc abgclcitcten 
Aminosauresequcnzen dcr entsprechcndcn ORFs gezcigt. ORF 4 kodicri fur eine weitere P Typ ATPase von 

H. pylori, hicr genaiuit ATPasc-948. 

I. 5.3. Detailhcrte Bcschrcibung von ATPase-948 (ORF 4) 

Die DNA cnlhalt beginncnd ab DNA-Basen-Position 1872 cincn ORF (open reading frame, offenen Lcserah- 
mcn), dcr fur ein aus 74 J Aminosaurcn beslchendcs Protein kodiert. Das Protein verfugt Qbcr die fiir P-Typ- 
ATPasen gefordcrte konscrv'icne Phosphoryiierungsstelle. Sequenz-Motivc, die fiir P-Typ-ATPascn, ins- 
besondcre aus dcr Familie der Mctallioncn-lransponicrcndcn p-T\'p-ATPasen charaktcrisiisch sind, sind in dcr 
pRH948-DNA vorausgesagien Aminosaiire-Scqucnz enthallen 

Das Protein ist gekennzeictinet durch: 

cine konservicrtc Phosphor\'licrungsstclle 

cine ATP-Bindungsregion 

cine N-tcrminale Cys-x-x-Cys-Sequcnz 

cine Cys-Pro-Cys-Scqucnz, assoziicrt mit cincr Region hydrophobcr Aminosauren. 

Die DNA-Sequenz und die daraus abgeleitctc Aminosaiire-Scqucnz dcr von pRH948 kodierten P-Typ-ATPAsc 
ist in Fig. 5a gezeigt. 

Diese Sequenzmotive warden auch in dcr vorstchcnd bcscliriebenen pRH439-kodierten, heiicobacter-spezifi- 
schen P-Typ-ATPase gefundcn. 

ATPase948 zeigt Scqucnziiiinliclikciicn insbcsondcre mit ATPase439 aus H. pylori, den Cop A/B- ATPasen aus 
Enterococcus hirae, der Cd-Pumpe aus Staphylococcus aureus (ca. 30 % Sequenz-ldentitat). 

Die 607 C-ierminaien Aminosauren zciciincn sich durch erne 93,7 %igc Sequenz-Idcntiiat mit dcr von Tylor et 
al. publizicrtcn hpCopA-ATPase von H. p>'lon aus. Allcrdings cntlialt das hpCopA-Gcnprodukt kein N-tcrmina- 
les Cys-x-x-Cys-Motif und das putativ mcmbranassoziicrte Aminosaure-Triplctt Cys-Pro-Cys ist cbenfalls nicht 
m hpCopA vorhandcn. Stall dessen fmdet sich in hpCopA die Scqucnz Cys-Pro-Ser, Die pRH948-kodicnc 
ATPase verfugt dagegcn iibcr eine N-tcmiinalc Region mit dcr charaktcrisiischcn Ammosaure-Scquenz Cys-x- 
x-Cys. 

Das Gen fiir ATPasc-948 kann wic das dcr ATPase-439 in hctcroiogcr Form cxpnmicrt werden. Dazu eignen 
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sich die in Kapiiel 2 und 3 im Detail bcschricbcncn McUiodcn und Slralcgicn. ATPase-948 cignct sich ins- 
besondcrc auch als Basis fur das im wcilcrcn am Bcispici dcr ATPasc-439 bcschriebene Wirksioff-Screcning- 
ModcU. 

1.5.4. Beschrcibung dcr wcitcren auf pRH948 lokalisicrten ORFs 

Die Aminosauresequenzcn dcr vcrschiedcnen ORFs sind dcr Fig. 4 zu cntnehmen. 

ORF 1 kodicrt fur den C-icrminalen Tell ernes Proteins und siellt dalier cmc C-tcrromale Partialsequenz dar. 
Dicsc umfaCt 309 Aminosaurcn bcginncnd mit cincm Aspartat-Rcst und endend mit emem Serin. Die Sequcnz 
starlet unmitielbar mit dcm Begimi dcr Inscrtions-DNA. Das abgclcitete Proteinprodukt zcigt in Homoiogie- 
Untcrsuchungcn signifikanlc Homologic mit sogcnannien AAA-T>p-ATPascn, zu denen auch das gut untersuch- 
tc FtsH-Protein von E.coli gchort. 

ORF 2 startet an Basen-Position 1 162 dcr DNA-Sequcnz von pRH948. Hicr liegt das ATG-Startcodon fiir 
Methionin. Dieser ORF bcstchcnd aus insgcsamt 237 Tripletts endct an Position 1872 mit dcr letztcn Base des 
termmalcn Alanin-Triplclts Das abgclcitete Protein zeichnct sich durch signifikante Homologic zu baktcriellcn 
Phosphatidyl-Scnn-S\-nlhetasen (PSS) aus 

ORF 3 ist rasterversetzt innerhalb von ORF 2 lokalisicrt. Er bcginnt mit dcr Base A in Position 1710 als Teil 
dcs ATG-Stancodons und kodicrt fur cin Peptid von 48 Aminosaurcn. 

ORF 4 kodjcrt fiir die obcn bcrcits bcschriebene P-T>'p-ATPasc-948. Dicscr ORF bcginnt an Position 1872 dcr 
DNA-Sequcnz. Die Ictztc Base des fur das PSS-homologe Protein kodicrcnden ORFs reprasentiert damit 
glcichzcitig den Starrpunkt dcr kodicrcnden Sequcnz fur die P-T>p ATPasc. ORF 4 endct an Position 4094. Es 
folgt unmittelbar das tcrminicrende TGA-Stopcodon. 

ORF 5 folgt unmittelbar auf das TGA-Slopcodon dcr P-T^v ATPasc bcginncnd mit cincm ATG-Siartcodon 
(Basen-Positionen 4098-4100). Dcr ORF sagt ein Protein von 66 Aminosaurcn voraus. Das Protein ist 
charakterisiert durch cin in dcr N-terminalcn Region gefundcnes CxxC-Motif, CNHC. Es ist homolog im 
Verglcich mit dcm CopZ-Proicin, das in Entcrococcus hirae cin Bestandteil dcs Cop-Operons darsteUt. 



ORF 6 ist wie ORF 1 unvollstandig vorhandcn Er bcgmnt an Position 4401 und terminiert nach 27 Tripli 
termmiert mit dem Endc dcr hclicobacicr-spczifischcn DNA-Scquenz in pRH948. 
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2. 



Hcteroiogc Expression von Hclicobacier-Gcncn 



Die isolierten und charaktcnsiertcn H pylori-Gene lasscn sich in hcterologcn Systemcn (Baktericn, Hefcn, 
Eukaryonten) volistandig odcr in Teilcn exprinrucren. Fiir bakicrielle Systcme eigncn sich untcr andcrcm die 
herkommlichcn Exprcssionsplasniide mit bakicricllcn Promotoren wic z.B. lac, tac und trp. Als Wirtszcllen 
eignen sich insbesondere E.coli kl2 - Wiaszelicn and dcrcn Dcrivatc. Die hcteroiogc Expression von H.pylori- 
Gcncn cignet sich zur Idcntifizicrung und EnUvicklung von heiicobaktenziden Wirkstoffen sowie zur Induktion 
von Antikbrpem und Antiscren. 

Die funktioncllc Expression von esscnticUcn H.pyiori-Gcncn in E.coli eignet sich zum Aufbau von Screening- 
Modclien, mit dcrcn Hilfe speziclle H.pylori-Enz\TTi-Aktivitatcn selektiv gcmcssen werdcn konnen. Solche 
Modcllc konnen zur Idcntifizicrung und Entwicklung von Substanzcn eingcsctzt wcrden, die die klonierten und 
heterolog ex-pnniiertcn H.pylori-Protcinc in ihrcr Funktion inhibiercn und damit potentiell als helicobakterizide 
Drugs Bcdcutung in der Therapie von hclicobakter-assoziicrten Krankhciten haben. 

Das experimenteUe Vorgehcn zur hetcrologen Expression von H.pylori-Genen in E.coli zum Aufbau fur ein 
Screening-Modell wird ini folgendcn am Beispiel dcr P-Typ ATPasc-439, kodiert von pRH439, gezeigt. 

Dieses Vorgehcn fiihrt zur funktioncllen und mcBbarcn Expression von Helicobactcr-Genen in eincr geeigneten 
WirtszcUe. Die McQbarkeit dcr Hciicobactcr-spczifischcn Akti\'itat bcruht auf einer Vcranderung dcr gesamtme- 
tabolischcn Leistung dcr WinszcUe. 

Es wurde nun gcfundcn, daC die Expression eincr H.pylori-P-Typ ATPasc in Exoli die metabolischc Aktivitat 
signifikaht verandert. Das im nachfolgenden bcschricbene System zeigt, daD die durch die Expression des 
Rpylori-Genprodukts verandcrlc metabolischc Leistung der WirtszcUe, die mcBtechnisch crfaBt werden kann, 
zur Idcntifizierung von Inliibitorcn dcr spczifischcn Hclicobacter-Aktivitat genutzt werdcn kann. WirkstofTe, die 
die isolierte HeIicobactcr-Akti\ iiat beeinflusscn. werdcn dclckticri, indcm dicse die herbeigefuhrte Verandcrung 
in dcr metabolischen Leistung dcr Wirtszciic vcrhindcm bzw. aufiicben. 

Die fiir die HcIicobactcr-ATPase kodicrendc Region wurde miitcis PoK-merase-Ketten-Reaktion (PGR) aus 
Plasmid pRH439 amplifizicrt uiid in verschicdene baktcrielie Express ions vektoren mit Exoli Tac-, Trc- oder 
Trp-Promotoren inscricn und klonicrt. Hierzu zahlen u. a. die Plasmidc pTI2-l, pTrcHisA und pTrp233. In 
dicscn Vektoren steht das H.pylori-P-T\p ATPasc-Gcn untcr dcr Kontrolle dcr angegebenen Promotoren. Die 
konstruicrtcn Plasmidc wiirdcn in E. coii K12-Stammc transfomiicrt. Zur Expression wurden die rekombinanten 
E. coli-Stamme angcziichtct und vor dcm Errcichcn dcr maximalcn Zclldichtc mit dcm Induktor versctzt (IPTG, 
lsoprop\*I-Tliiogalakiosid, fiir Tac- und Trc-Promotorcn bzw. 0-IAA. hidolcssigsaure, fiir Trp-Promotoren), Das 



wo 96/17066 



- 13 - 



PCT/EP95/04711 



Protcmprofil dcr E coh-Stamms: \\\irdc vor und nach dcr Induktion gclclcktrophorctisch analysicrt. Nach 
Geninduktion intt in den rckombmanicn E coli-Stammcn cine neiic Proicinbandc auf, die bci ca. 70 kDa im Gel 
lauft. Das untcn bcschncbene Vorgchen zur Konstruktion von funkiioncllcn Exprcssionsvcktorcn, die die 
SsTithcse von rckombinanicn Hclicobactcr-Prolcincn m E.coli crlaubcn, stcllt cmc Basis bzw. Gnindlage fur den 
Aufbau eines Scrccning-Modclis dar. Aufbau und Funktion dcs Screcning-Mcxlells ist im nachstcn Kapitcl im 
Detail beschheben. 



3. Beschreibung dcs Scrccning-Modclls 

Das Modcll besteht aus emeni rckombinantcn E. coli-Stanini, dcr aufeincm Exprcssionsplasmid die in ihrcr 
Ak-uvitat kontrollicrbare Gcnscqucnz eincr H p\ lon-P-T>p ATPasc tragi Das Medium, in dcm die Mcssung cr- 
folgt, mufi so zusammcngcsctzt scin, daB hicrin die Aktivitat von HP-ATPasen induzicrt und gcmcsscn wcrdcn 
kann. Die Aktivitat von in die Wirtszclic eingeschlcustcn ATPascn hat Einllufi auf die allgcmcine metabolischc 
Aktivitat dcr Wirtszelle und ist dahcr emcr Mcssung zuganglich. Die durch die P-Typ ATPasc-Aktivital 
induzicrtc Verandcning in dcr metabolischcn Aktivitat dcr rckombinantcn Wirtszelle lafit sich durch die Inhibic- 
nmg dcr P-T>p ATPasc-Ak-ii\ itat vcrhindcnv Lctzicres ist Basis fiir den Einsatz dcs Modeils zum Screening und 
zur Optimierung von Substanzcn. 

Die Funktion dcs ModcUs wird im folgcndcn am Bcispicl dcs E. coh-Stamms PY25 bcschricbcn. 
3.1. Dctaillicrte Bcsclircibung dcr Modcll-Komponcnten 

3.1.1. Wirtszelle 

Wirtszelle ist E. coli MM294 Dicscr Stainm ist ein E coli K 12-Abk6mmhng und dahcr als nicht humanpatho- 
gen eingestuft. 

3. 1 .2. ATPase-Exprcssionsplasmid 

Expressions\'dctor ist Plasniid PY25. Dieses setzt sich zusanamcn aus dcni Plasnud pTI2-l und dem HP-P-Typ 
ATPase-Gen 439 

pTI2-l w-urdc ausgchcnd \ on den Plasmidcn pK:K223o und pGc\2T, die bcidc von Pharmacia bczogen v^ou-den, 
konstniicrt Zunachst wiirdc die Psil-Scluiitisiclle im Pol> Hnkcr von pKK dclclicn. Hicrzu wwdc pKK mit Pstl 
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gcschruttcn und die Endcn mil T4-DN A-Polymcrasc bchandclL. Dcr Vcktor \vurde anschlielicnd mil Smal vcr- 
daut, rchgicrt und nach Transfomintion in E. coli HBlOl klonicrt. K Ion lerungs prod ukt ist pKKSBamHl. Das 
Amp^ in pKKSBamHl wurde gcgcn das Amp^-Gen aus pBR322 ausgeiauscht, da letztcrcs ubcr cine mtcmc 
Pstl-Schnitts telle verfugt. Dazu \vurde pKK6BamHi und ebcnso pBR322 mit Pvul und Ndcl doppclvcrdauL 
Aus dcm pBR322-Verdau \vurdc die klcinerc Bandc (ca. 1 ,45 kb) und aus pKKSBam die groBe Bande (ca. 3 kb) 
isoHcrt. Die beiden DNA-Fragmcnie wurdcn iigiert und in E. coli HBIOl klonicrt. Kionierungsprodukt ist 
pKK(Pst)6Bam. 

pKKCPst)6BamH 1 \\-urdc mil Pstl und Sspl vcrdaut. Die beiden kleincn DNA-Bandcn von ca. 620 bzw. 560 
bp wurden aus eincm Agaroscgel isolicn. pGcx2T wurde cbenfalls mit dcr EnzNinkombination Sspl x Pstl vcr- 
daut. Nach clckirophorctischcr Aufircnnung im Agaroscgel \vurdt das groQc 3,2 kb-DN A -Fragment isoliert. Die 
drci isolierten DNA-Fragnicnte aus pKK(Pst)6Bam und pGe\2T wurdcn ligicrt und in E, coli HE 101 klonicrt. 
Kionierungsprodukt ist pTI2. Dicscr Vcktor cnthalt cincn Tac-Promotor, cin Amp'^-Gcn sowie das lac- 
Rcprcssor-Gcn lac!"*. Plasmidc mil verglcichbarcm Aufbau konncn z. B. von Pharmacia bezogen wcrden (pTrc 
99A). 

pTI2 \vurde mit EnzvTnkombination EcoRl/Hind3 lincarisicrt und mit dcm doppelstrangigcn DNA-Oligonu- 
kleotid MCSl (Multi Cloning Site 1), das iibcr die cntsprcchcndcn kompatiblcn EcoRl bzw. Hind3 verfugt, 
Iigiert. Nach Ligation und Transformation wiirdc Plasmid pTI2-l erhalten. Hier ist MCSl hinter (Tac- 
Promotor) in die EcoRl Stclle aus pKK klonicrt. MCSl hat nach Klonicrung in pTI2-l die Sequenz 5'- 
GAATTCGTAG GAAGCTCATAT GGTCGACTC TAGACCCGGG CTGCAGAAGCTTO', die fiir die Klo- 
nierung die Restriktionsstcllcn EcoRl, Ndcl, Sail, Xbal, Smal, Pstl und Hind3 bietet. In Fig. 5 ist cine 
Plasmidkarte dcs konstniicrtcn Exprcssionsvckiors pTI2-l gczcigt. 

Fiir die Insertion dcs HP-ATPase-Gens 439 in pTI2- 1 wurdcn DNA-Primer 1-404 und 1-402 mit den Sequcnzcn 
S'-ACCGA CTTGA ATTCA TGCAA GAATA CCACA TTo' (1-404) und 5'-CTGCA ACTCA AGCTT 
AAGCT CTCAT TGCGC GCAT-3' (M02) s>iithciisicn. 1-404 korrcspondiert mit den ersten 6 Aminosaure- 
Triplctts dcs ATPase-Gcns und cnthalt vorgclagcrt cmc EcoRl-Stelle ("Scnse"-DNA-Oligonukleotid). 1-402 
korrcspondiert mit den letzten 6 Aminosaure-Triplctls luid cnthalt nachgcschaltet cin TAA-Stopcodon sowie 
cine Hind3-Stellc ("Antiscnsc"-DNA-OIigomiklcotid). Mit dicscn DNA-OIigonukleotiden wurde die fur die HP- 
ATPase kodjcrendc Region aus pRH439 (1.3) mitlcls PoKincrase Chain Reaction (PCR) amplifizicrt. Das PCR- 
Produkt wurde mit EcoRi und Hind3 gcschnillcn. um die Kionicmngscndcn freizusetzen, und iiber cin Agaro- 
scgel gercinigt. pT12-l wurde mk dcr glcichcn Enz>inkombmation vcrdaut (EcoRl und Hind3). Plasmid und 
PCR-Produkt wurdcn ligicrt und nach Transfonnation in E. coli MM294 klonicrt. Kionierungsprodukt ist Plas- 
mid PY25. Die DN A-Sequenz dcs inscriertcn ATPase-Gcns wurde mittcls DNA-Sequenzierung vcrifiziert Der 
rekombinantc E. coh-Stamm wird als E. coli PY25 bezcichnct. In E. coli PY25 steht das HP-ATPasc-Gen untcr 
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Konlrollc dcs Tac-Promoiors. Dcr Aufbnu dcs Vckiors PY25 isi in Fig. 5 angegcbcn. 

3. 1.3 Messeinrichlung zur Bestininiung dcr mctabolischcn Aktivitiit von E. coli PY25 

Mil Hilfecincs Cvtosensor-Microphysiometcrs (Fa. Molecular Devices, Grafclfing) ist cs moglich, die mctabo- 
hschc Aku\ntat von Zellcn ubcr ilirc Acidifizicmngsratc zu messcn und aufzuzcjchncn. Die Acidifizicningsratc 
ist dcfinicrt als die Rate, mil dcr das Medium durch die zeliularc StofTwcchselaktivitat angcsaucrt wird. Das 
biologischs Arbcitspnnzip des Cviosensors berxiiu auf dcr Tatsache, daB die H*-Konzcnu-ation in dcr unmittcl- 
barcn Umgebung von Icbcndcndcn Zcllen von dcr mctabolischcn Aktivital abhangt. Dcm Cytoscnsor liegt cin 
lichtgcsteuertcr Sensor (Siliziumchip) zugrunde, dcr als hochsensitiver und schncller pH-Dctcktor wirkt Dcr 
Sensor steht mit dcr McBkainmer, in dcr die Zcllen unter cincm manipulierbarcn FluC von Medium ink-ubicrt 
v^rrden, in dircktcm Kontakt Ubcr den Sensor ist cine Spannung angclegt, wobci dcr StromfluD abhangig von 
der Protoncn-Bclcgung dcr 0\>-nitrilschiclu dcs Silikonchips ist (McConnel ct al.. Science 257, 1906-1912, 
1992). Dcr Sensor crfaQt geringstc meiabolische Verandcrungcn von Zelicn, die sich in dcr MeB- bzw. Sensor- 
kammer bcfmden Dcr Zusatz von Mcdicn, NahrsiofTcn und Tesisubstanzen wird ubcr ein computergestcuertcs 
System gesteuert. Es konncn 8 Proben parallel gcmcsscn werden. 



3.2. Mcssung dcr mctabolischcn Aktivitiit 
3.2. 1. Cytoscnsor Vcrsuchs-Mcdium 

Die Vcrsuche im C\loscnsor w-urdcn in BSSGG-Mcdium durchgefulirt. Hicrbci steht ESS fur "Balanced Salt 
Solution", erne schwach phospiiatgcpunbrtc loncnlbsung, und GO fur den Zusatz von Glucose und Glutamin als 
Nahrstoff- imd Encrgicquellc 



BSSGG-Zusammensetzung (pH 7,4) 



138 mM NaCl 

5 mM KCl 

0,81 mM Na.HPO, 

0,11 mM NaH>PO, 

1,3 mM CaCU 

0,5 mM MgCl, 

10 mM Glucose 

1 mM Glutamin 
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Als Quelle fur Ammomumioncn uiid Schwcfci wird dcm Medium noch CNH4)2S04 zugcsctzt (Endkonzcntration 
10 mM). 

3.2.2. Vorbcreitung der Zcllen 

M9-Mjruxnaiincdjum (Molecular Cloning, Maniaus et aL, Cold Spring Harbor Laboralor>' Press, 1989) wird mit 
rekombmantcn E. coli bcimpfi und iiber Nacht irn Schuttclinkubator bei 37**C bcbrutet. Dcr rekombinantc 
Stxunm ist E. coli PY25. Als KontroUstanim wird E. coli PTI2-1, der das Plasmid ohne die Insertion dcr ATPasc 
tragi ("Leervcklor"), eingcsetzt. 

Am niichstcn Tag \mrdcn 70 ^1 Zclisuspcnsion mit 30 ^l aufgcsclimolzcncr Agarose (Molecular Devices) gc- 
mischtundjcweils 10 |il auf die Membran eines Einsatzes fiir die C\tosensor-Mcflkammer getiipfelt. Zur Aus- 
hartung dcr Agarose wurdcn die Einsaize fur 20-40 min. bci +4°C iiikubiert und dann cnisprcchend den Vor- 
schriften des Herstcllers in die Scnsorkammem dcs C>toscnsors iibcrfuhrt. Als Medium dicntc BSSGG. 

3.2.3. Vorbcreitung des C\toscnsors 

Die MeCkammcm dcs C\ioscnsors wairdcn vor Einsetzcn dcr Scnsorkammem mit den Zcllen bei 50 %igcr 
Pumpieistung mit BSSGG gcflutet. Nach 10 mm warden die vorbcreiteten Scnsorkammem mit den Agarosc- 
fixiertcn Zelien eingcsetzt, Es wurdcn folgcndc Parameter dcfmicrt: 

Tempcratur: 
-McBkammcr: 37° 
•Dcbubblers A:6°C 

Pump- und McBz\'klus 

- Pumpphase 

Stan Stop Speed 

1st Interval 00:00:00 00:00:40 30% 

(h:min:s) 

- Rate Measurement (Mcssung dcr Acidifizicnuigs- bzw. Alkalisicrungsraie) 

Start Stop 

00:00:43 00:00:58 
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Dic Pumpc sioppt wahrcnd dcr McBphasc (Speed = 0%). 
. gesamtcr Zyklus (total cv'cic): 00:01:00 

Es folgt die Kalibncrung dcs GeraLs, also die Eichung dcr Scnsorkammem bczuglich dcr Aktivitat dcr cingc- 
sctztcn Zcllen auf Grundlagc dcr cingesicllicn Parameter. Dcr wciicrc Vcrsuchsablauf crfolgt gcnau nach den 
Angabcn des Hcrstelicrs. Ra\N- und Raic-Daicn wcrdcn aufgezeichiict und abgespcichcrt. Die Rate-Datcn gcbcn 
den tcndcnziellen Verlauf dcr zellularcn Aktivitat wahrcnd dcr McBphasen wcder (Rate Measurements). Hier 
laBt sich abicsen, inwicweil es zu induzicrien Vcrandcrungen mi Metabolism us dcr Zellen kommU die zu Vcr- 
andeaingcn in dcr Obcrflachcnladung an dcr Oxynitriischicht dcs Sensors fiihrcn. Die Rate-Datcn sind angege- 
ben in -^VolL/s. 



3.2.4. Durchfuhrung von Expcrimcnten 



3.2.4.1. Messung der Aktivitat von E. coli PY25 und E. coli PTI2-1: 
Emiluli der HP-ATPase-Aktivitat 

In Fig- 4 sind die Rate-Dalen dcr beidcn rckombinanicn E. coli-Slamnic E. coli PY25 (mit HP-ATPasc) und 
PTI2-1 (ohne HP-ATPase) in BSSGG supplcnienticrt mit 10 mM (NH4):SO, gezcigt, Beidc Stamme zcigcn 
zunachst ein ausgepragtes Acidifizicaings\ crhaltcn. E. coli PY25 isi in MeDkanal F, Stamm PTI2-1 in MdJka- 
nal B gezcigt. Bei Zugabe dcs Induklors Isopropyl-Thiogalaktosid (IPTG, Endkonzcntration 1 ^M) fur die 
Aktivierung dcs Tac-Promolors licgcn in dicsem Beispiel bcidc Stanimc bei einer Rate von ca. -800 ^Volf s. 
Etwa 5 min nach IPTG-Zugabe zcigt nur E. coli PY25 cine drastisch abfallcndc Acidifizicrungsrate, die im 
Minimum bei ca 100 ^iVoll/s licgt und damit ciiicr Icichlcn Alkalisicrung gleiclikommt. Die vcrzogcrte Wirkung 
dcr IPTG-Induktion ist durch die zunachst stattfmdcndc Biosv-nlhcsc dcr HP-ATPase zu crklarcn. 

Der Einbojch in der Acidifizicrungsratc von E. coli PY25 ist unicr dicsen Versuchsbedingungen nur in Gegen- 
wart von NH/ zu bcobachtcn. Wird gieichzciiig mit IPTG dcm Medium auch Tctrazyklin, ein Inhibitor der 
baktericUcn ProtcinbiosNTithesc zugcfugt, tritt keine Vcrandcrung in der metabolischcn Aktivitat von Stamm 
PY25 auf. 

3.2.4.2. Hcmmung dcs IPTG-EfTckts durch ortho-Vanadat 

Es ist bckannt, daB ortho-Vanadat im untcren n-nioiarcn Konzcntrationsbcrcich P-Typ ATPasen hemmt. Fig 
5 zcigt dicscn mliibilorischcn EfTckt. Die Acidifizicrvngsraic von E. coli PY25 %N-urdc zunachst im Cyioscnsor 
m BSSGG supplcnicnliert mit 10 mM CNH,),SO, aufgc/cichnct (McBkammcm F,G,H). In F und H wurden die 
Zcllen dabci Vanadat bei cincr Endkonzcntration von 10 ^M ausgcsctzi. G cnthiclt kcinen Inhibitor Nach 3,5 
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Std. Vonnkubation wird unigcschalicl in BSSGG, 10 mM fNHj).S04 niit 1 pM IPTG Dabci ist in G ziisatzlich 
10 ^iM Vanadat anwcscnd (vorhcr ohnc Vnnadat), ebcnso in H (vor Indukiion anwcsend). In F ist mit Induktion 
kein Vanadat anwesend, bcfand sich abcr im Medium dcr Vonnkubation. Wie in Fig 5 (G) zu sehen, tritt nur 
in Probe G die induzicrte Hcmniung dcr Acidifizierung auf. Probcn H und F, die vorgclcgt 10 Vanadat ent- 
hielten, werdcn nicht gehcmmt, d.h. die Acidifizicrungsrate mmmt im Gegcnsatz zu Probe G nicht signifikant 
ab. 

Dicser VcrsuchsaufDau zcigt die Wirkung dcs Vanadats als Inliibilor der induzicrten P-Typ ATPasc und zcigt, 
daB dcr rckombinante E coli auf dicscr Basis cm Screening nach Substanzcn, die mit der cxprimierlcn ATTase- 
Aktivitat intcragiercn. ermbglicht. 

Figuren-Beschreibune 

Fig. 1 stcllt die Piasmid-Kartc von pRH160 dar. Das Plasmid cnthalt cin Tctracyclinrcsistenz-Mar- 

kcrgcn. Die Lage dcr Rcstriktionsstcllen fiir EcoRl, Bglll, Xhol, Kpnl, Smal, Xbal, Clal, 
Sal I , EcoRV, BamH 1 . SpH I , Nru i und Psl I ist angcgcben. Die durch particlle Verdauung 
von gcnomischcr H. pylori DNA mit Sau3 A erhallcnen DNA-Fragmcnte wurden in die Bglll 
Resiriktionsposition des Plasmids kloniert. 

Fig. 2a-c zcigcn die DNA-Scqucnz dcs vollslnndigen pRH439 Xlio-EcoRl Inserts und den abgeleiteten 

ORF (open reading frame) von HP-ATPase. Die DNA-Sequenz startct mit dcm C dcr Xhol 
(CTCGAG) Erkcnnungssiclie in Position 1 und endet mit dcm C der EcoRl (GAATTC) Re- 
striktionsstclie in Position 3410. Dcr ORF, dcr fiir cine H. pylori P-T>p ATPasc mit 686 
Aminosauren codiert, licgt zwischen Position 1219 mit dcm A des ATG-Startcodons und 
Position 3275 mil dem T dcs GCT-Alanin-Codons. Auf den ORF folgt cin TAA als Stopco- 
don fiir die Translation. Die vorhcrgesagtc Aminosauresequenz ist untcrhalb dcr DNA- 
Sequcnz angegebcn. Die Konsens-Scquenz^ die die Phosphorylierungssteile (Asp-388) cnthalt, 
ist unterstrichcn. 

Fig. 3a-f zcigcn die DNA-Scqucnz dcs voUstandtgcn pRH5 14 EcoRl -Xliol Inserts und die abgeleiteten 

Aminosaure-Scqucnz dcs koniplctlcn ORFs Aminosaurescqucnzen sind im Einbuchstaben- 
Codc unicr dcr kodicrcndcn Region angcgcben Dcr vollstandigc, 5'-gelegene ORF kodiert ein 
Protein von 506 Aminosauren mil signifikanicr Homologic zu bakicriellcn Response- Regul a- 
lorcn. pRH5 14 iibcriappt mit dcm DNA-Klon pRH439, dcr das Gen fiir cine P-Typ ATPasc 
tragi. pRH5 14 vcrfiigt iibcr den 5'-Tcil dcs ATPasc-Gens 439, Da dcr vollstandige ORF von 
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pRH5 1 4 dcr ATPasc voraiigcstcllt isi. unrdc das auf pRH5 1 4 kodiertc Response-Rcgulator- 
Proicm als ATP asc-Assoziicrtcs- Protein (AAP) bczcichnel. 

Fig. 4a-i zcigen die voUsiandigc DNA-Inscmons-Scquenz des DNA-Klons pRH948 aus der H.pylori- 

Genbank. Die terminalen Nuklcoiidc. die durch Unicrstrcichung hcn'orgchoben sind, korrelic- 
rcn noch mit Vektor-DNA. Die nichl-unierstrichcne DNA-Scqucnz stellt die kloniertc 
Hclicobaclcr-DNA von Plasmid pRH948 dar. Die H.p>'lori-spczifische DNA-Sequenz umfaCt 
insgesaml 6 ORFs. Da\ on sind die beiden aulicrcn imvollstandig, da dicse von den KJotiie- 
rungssicllen unicrbrochcn vorliegcn und damit in die Vektor-DNA-Scqucnz ubcrgehen. Die 
abgclcitetcn Aminosaiircsequenzen sind im Einbuchsiaben-Code unter der DNA-Sequenz 
angegeben. wobei a!lc 6 ORFs bcriicksichtigt wirdcn. Lagc, Art und Beschaffenheit der ORFs 
sind im Text besdiricbcn. ORF 4 kodiert fur die P-TN-p ATPase-948 

Fig. 5 Plasmid-Karte von PY-25 Gnindvcktor ist pTI2-l. Dieser enthalt cincn lac-Promotor 

(P<TAC>). ein Ampicillin-Rcsisicnz-Gcn (AP<R>) so^vic cin lacI'^-Gen (LACIQ), das den 
lac-Repressor expnmieri. Hintcrdcn tac-Promoior isl das P-T^p ATPase-Gen (ATPASE) aus 
pRH439 iibcr EcoRl/Hindlll-Rcstriklionsslcllcn klonica. Dcr Vektor eignet sich zur fiinktio- 
ncUen Expression von Hclicobaktcr-Genen in E.coli. Die Lokalisation der vorhandcnen 
singularen Sduiittstcllcn von EcoRl, Hind3 und Pstl sind angegeben. 

Fig. 6 zeigt die crhalicncn Acidifizicmngsratcn fur die Expression von HP-ATPase in rekombinan- 

lem E coli Die Scnsorkamnier B enthaU rckombinante E. coli mit Plasmid pTI2-l als Kon- 
trollvektor. Die Scnsorkamnier F cnlhait rckombinante E. coli mil dem Plasmid PY25 mit 
insericrtcm HP-ATPasc-Gcn. Die Zcllcn wiirdcn wie unter 5.2.4.1 bcschrieben ink-ubiert. 
Nach zxvei Stunden Nx-urdc dcm Medium IPTG hinzugcrugt. In Gegenwari von Plasmid PY25 
ist die Acidifizierungsraie von E. coli stark vcmiindcrt. 

Fig. 7 zeigt den EinHuD von orlho-Vanadat auf die Acidifizicrungsratc. Die Sensorkamroem F, G 

und H eiiUialicn E. coli mit Plasmid PY25. in den Kammem F und H wurde dem Medium vor 
dcr Indukiion mit IPTG ortho-Vanadat zugcgcbcn. Nach 3.5 Stunden u-urde IPTG (F) bzw. 
IPTG in Gegenwarr von 10 mM onho-Vanadal dcm Medium zugcfiigt. In Zcllcn, die mit 
oriho-Vanadai vonnkubicrt warcn {F. H). xMirdc die durch IPTG induzierte Redukiion der 
Acidifizicrungsratc nicht bcobachlct. 
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Paten tanspmchg 

1. Screening-Modell ziir Bcstininiung dcr die P-T>td ATPase-Akiivitat von Helicobacter hcmmcndcn 
Wtrkung von Substanzen umfasscnd 

a) eincn rckombinaiiicn Organismus bcstchcnd aus niit niindestcns eincm iibcr einen Promotor steuer- 
barcn P-Typ ATPase-Gcn trans formicricn Wirtszellen, 

b) cincn Induklor zur Gcnaktivicrung dcr P-T^p ATPase, 

c) Katjoaen, w-elche die Storfwechsclaktivitat dcs rekonibmantcn Organismus nur in Gcgcnwart von 
Helicobactcr-P-T>p ATPase becintrachtigen, uiid 

d) einc Mclleinrichtung zur Bestinmiung dcr Sloffwcchsclaklivitat des rekombinanten Organismus. 

2. Scrccning-Modell nach Anspmch 1, dadurch gckeiinzeichnct, daB als Wirtszellen E. coli-Zellen ver- 
wendet wcrden. 

3. Scrccning-Modcll nach Anspruch 2, dadurch gckcnnzcichnci, daB als Wirtszellen E. coli K12-Abkonim- 
lingc, vorzugsweise E. coH MM294, ver%vendci wcrden. 

4. Screening-Modell nach Anspruch 1, dadurch gckcnnzcichnct, daO als Promotoren Tac-, Trc- oder Trp- 
Promotorcn verwendct werden. 

5. Screcning-ModeU nach Anspmch 4, dadurch gckcniizciclinct, daC als Induktorcn IPTG im Falle von Tac- 
und Trc-Promotorcn und B-IAA im Falle von Trp- Promotoren \ cr\vcndct werden. 

6. Screening-Model! nach Anspmch 1. dadurch gckcnnzcjchnct. daD als Kaiionen Ammoniumionen zuge- 
gen sind. 

7. Scrccning-Modell nach Anspmch 1, dadurch gckcnnzcichnct. daD zusatzlich Energie- und/oder Nahr- 
stoffquellen zugegen sind. 

8. Scrcoung-Modcll nach Anspmch 7. dadurch gckcnnzeicluici. daB Ammosauren, vorzugsweise Glutamin, 
und/oder Glucose zugegen sind. 

9. Screcmng-Modeli nach Anspruch I, dadurch gckcimzcicluiet. daD als MaDcinrichtung zur Bcstimmung 
der StoETwcchselaktivilat cin C>loscnsor-Microphysiomcicr vcr\\cndcl wird. 

10. Vcrfahren zum Scrccncn von die P-T\p ATPasc-Akti\ unt von Helicobacter hcmmendcn Substanzen, 



BNSDOCID <:WO 9617066A1 I > 



wo 96/17066 



PCT/EP95/04711 



-21 - 



dadurch cckcnnzcichnci. dnfi man die SiofTwcchsclakiiviiat cincs rckombinantcn Organismus, besichcnd 
aus cmcr mil mmdcsiciis cmcm ubcr cmcn Promoior sicucrbarcn P.T>p ATPase-Gcn aus Helicobacter 
inmsfomucitcrn Winszcllc, bci cingcschallcicm P-Typ ATPasc-Gcn vor und nach Zugabc von Kationcn, 
wclchc die Sioffwechsciakiivitat dcs rckombinantcn Orgamsmus nur in Gcgcnwart von Helicobacter 
P.T>p ATPasc becmtrachtigcn, bcstimmt. 

11. Gereinigtc und isolicne DNA-Scquenz bcstchcnd im wcscntlichcn aus dem hclicobactcrspczifischcn 
ATPasc-Gcn 439 nach Fig. 2a-e. 

12. Gcrcmigte und isolicrtc DNA-Scqucnz bcstchcnd im wcscntiichcn aus dcm hclicobactcrspczifischcn 
ATPase-Gen 514 nach Fig. 3a-f. 

13. Gereinigtc und isoherlc DNA-Scqucnz bcstchcnd im wcscnihchcn aus dcm hclicobactcrspczifischcn 
ATPase-Gcn 948 nach Fig. 4a-i. 

14. Vektor cnthailend die DNA-Scqucnz nach Fig. 2a-c. 

15. Vektor enthalLcnd die DNA-Scqucnz nach Fig. Sa-f 

16. Vektor enthaltcnd die DNA-Scqucnz nach Fig. 4a-i 
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r/j. 50 

CTCGAGATCA AACCCAATCC TAACATTTTC CCCATGCTTT TAGACATTGC 

100 

CATCAAACAC CCCCATGCTA AAGTCATTGC GCCTAAGGCT AATGAAGAGC 

150 

TTTTTTCGCT CATCCCTAAT TTGCAATGCT TTTTTGTGGA GCATTTTAAA 

200 

GAAGCGTTAG AAATCTTACA AAACCCTGAA ATCAAAGCAG ACACCCACAC 

250 

GAAAAAACTA CCCTTTAAAA CGATAGAATT GAACGATAAA GAGTATTATT 

300 

TTTCAGACGC CTATGCATTA GATTTTAAAG AAGTTAAGGG GCAAGCTGTC 

350 

GCTAAAGAAG CCGCTTTGAT CGCTAGCGCT GGGTTTCATA ACTTGATTTT 

400 

AGAGGGAAGT CCAGGGTGTG GGAAAAGCAT GATCATTAAT CGCATGCGTT 

450 

ATATTTTACC TCCCTTAAGC CTGAATGAAA TCCTAGAAGC GACAAAATTA 

500 

CGCATTTTAA GCGAACAAGA CAGCGCCTAT TACCCCTTAA GGAGTTTTAG 

550 

AAACCCTCAC CAAAGCGCTT CAAAATCCAG CATTTTAGGC TCAAGCTCTC 

600 

TAAAAGAGCC AAAACCCGGC GAAATCGCCG TAGCGCATAA CGGCATGCTT 

650 

^^^,p,p^Q^.p^ ^^rpQQCTCA TTTTAAAAAG GAAATTTTGG AAGCTTTAAG 

700 

AGAGCCTTTA GAAAACAATA AATTGGTGGT TTCACGAGTG CATAGCAAAA 

750 

TTGAATACGA AACCTCTTTT TTATTTGTGG GGGCTCAAAA CCCTTGCTTG 

800 

TGTGGGAATT TACTCAGTGC GACCAAAGCA TGCCGTTGCC AAGACAGAGA 

850 

AATCACGCAG TATAAAAACC GCTTGAGCGA GCCTTTTTTA GATAGGATTG 

900 

ATTTGTTTGT GCAAATGGAA GAGGGGAATT ATAAAGACAC GCCGTCGCAT 
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950 

TCTTGGACTT CAAAAGAGAT GCATCAATTA GTATTATTAG CTTTCAAACA 

1000 

GCAAAAATTA AGGAAACAGA GCGTTTTTAA TGGTAAGCTT AATGAAGAGC 

1050 

AGATAGAACG ATTTTGCCCT TTAAACGCTG AAGCAAAAAA GTTGTTAGAG 

1100 

CAGGCGGTTG AAAGGTTTAA TCTGTCCATG CGCTCTGTTA ATAAGGTCAA 

1150 

AAAGGTCGCC AGGACGATTG CGGATTTAAA CGCTTGCGAG AATATAGAAA 

1200 

AATCTCACAT GCTTAAAGCG CTGAGTTTTA GAAAGATTTC TTAAAAGGAT 



1218 

TTTTATAAGG GAGAGAAA 



1219 

ATG CAA GAA TAG CAC 
Met GIN Glu Tyr His 



TCT AAA TTG GAA AGG 
Ser Lys Leu Glu Arg 

20 

GCT CAA ATC AAT TTC 
Ala GIN lie AsN Phe 



GAT TTT GAA AAA GTT 
Asp Phe Glu Lys Val 

50 

TTG AGC CTG TCT TTT 
Leu Ser Leu Ser Phe 



ACG CCA CTC ATT GTT 
Thr Pro Leu lie Val 

80 

ATC TTA CAC CTA AAC 
lie Leu His Leu AsN 



TTC GTG TTG GCT TTG 
Phe Val Leu Ala Leu 

110 

TTA GGG GCG TTT CGT 
Leu Gly Ala Phe Arg 



ATT CAT AAT TTG GAT 
lie His AsN Leu Asp 

10 

GAT TTA AAC AAA CTA 
Asp Leu AsN Lys Leu 



AGC ACC AGC AGG TTG 
Ser Thr Ser Arg Leu 

40 

AAG GCT TTT ATC AAG 
Lys Ala Phe lie Lys 



AAA GAG GCC GCA GAA 
Lys Glu Ala Ala Glu 

70 

ACG ATC GCT GTC TTT 
Thr He Ala Val Phe 



CCT AGC CCT TTG ATT 
Pro Ser Pro Leu He 

100 

GTG TAT CTA GTG AGC 
Val Tyr Leu Val Ser 



GGG CTT AGG AAA GGG 
Gly Leu Arg Lys Gly 

13 0 



TGC CCT GAT TGC GCG 
Cys Pro Asp Cys Ala 



GAC TAT GTG AAA AAA 
Asp Tyr Val Lys Lys 

30 

TTT TTG GAC ACG AGC 
Phe Leu Asp Thr Ser 



CAG AAT GAA CCG CAT 
GIN AsN Glu Pro His 

60 

AAG CCC TTG AGT TTT 
Lys Pro Leu Ser Phe 



TTA GGC GCG ATT TTA 
Leu Gly Ala He Leu 

90 

GAA AAG GCT ATG TTT 
Glu Lys Ala Met Phe 



GGT AAA GAT GTG ATT 
Gly Lys Asp Val He 

12 0 

CAG TTT TTT GAT GAA 
GIN Phe Phe Asp Glu 
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AAC GCT TTG ATG CTC 
AsN Ala Leu Met Leu 

140 

GCT TAT GAA GAG AGC 
Ala Tyr Glu Glu Ser 

GAA TTT TTG CAA AAA 
Glu Phe Leu GIN Lys 

170 

AAG GCT TTA GTG GAT 
Lys Ala Leu Val Asp 



GGC GAT GCG TTA GTG 
Gly Asp Ala Leu Val 

200 

GAC ATT GTG GTG GTG 
Asp lie Val Val Val 



GTG GTG ATT AAG GGC 
Val Val lie Lys Gly 

230 

GGG GAG TCT ATG CCG 
Gly Glu Ser Met Pro 



GGG GGG AGC TTG AAT 
Gly Gly Ser Leu AsN 

260 

AAA ATG TAT AAA GAT 
Lys Met Tyr Lys Asp 



CAA CAA GCC ACG AAT 
GIN GIN Ala Thr AsN 

290 

AAA TTT TCA CGC TAC 
Lys Phe Ser Arg Tyr 



ATG ATT GCT GTA TTA 
Met lie Ala Val Leu 

320 

GAG TGG ATT TAT AGG 
Glu Trp lie Tyr Arg 



ATT GCG ACT ATT GCG 
lie Ala Thr lie Ala 



GTG TCT ATT ATG GTG 
Val Ser lie Met Val 

160 

CTC GCT ATC GCT CGC 
Leu Ala lie Ala Arg 



GTC GCT CCT AAT TTG 
Val Ala Pro AsN Leu 

190 

AGC GTT GCG CCT GAA 
Ser Val Ala Pro Glu 



AAA GTC GGC GAA AAA 
Lys Val Gly Glu Lys 

220 

GAA AGT TTG CTA GAT 
Glu Ser Leu Leu Asp 



GTT AAT GTC AGC GAA 
Val AsN Val Ser Glu 

250 

TTA AAA GCG GTC CTT 
Leu Lys Ala Val Leu 



TCT TCT ATC GCT AAA 
Ser Ser lie Ala Lys 

280 

GAA AAG AGC GAA ACC 
Glu Lys Ser Glu Thr 



TAC ACC CCA AGC GTT 
Tyr Thr Pro Ser Val 

310 

CCG CCC TTA TTT TCT 
Pro Pro Leu Phe Ser 



GGG CTT GTG GCT TTA 
Gly Leu Val Ala Leu 

340 



GCT TTT TGC GTG GGG 
Ala Phe Cys Val Gly 

150 

TTT TAT TCA GCG GGC 
Phe Tyr Ser Ala Gly 

TCT AAA AAA TCC CTT 
Ser Lys Lys Ser Leu 

180 

GCT TAT TTG AAA AAG 
Ala Tyr Leu Lys Lys 



GAT TTA AGA ATT AAT 
Asp Leu Arg lie AsN 

210 

GTG CCT GTG GAT GGC 
Val Pro Val Asp Gly 



GAA AGG GCG TTG AGC 
Glu Arg Ala Leu Ser 

240 

CGC TCT AAA GTT TTA 
Arg Ser Lys Val Leu 



GAA ATT CAA GTA GAG 
Glu lie GIN Val Glu 

270 

GTG GTA GAT TTG GTC 
Val Val Asp Leu Val 



GAG AAA TTT ATC ACT 
Glu Lys Phe lie Thr 

300 

TTA TTC ATT GCG TTA 
Leu Phe lie Ala Leu 



ATG GGG AGC TTT GAT 
Met Gly Ser Phe Asp 

330 

ATG GTG AGC TGC CCT 
Met Val Ser Cys Pro 
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TGC GCG TTA GTG ATT 
Cys Ala Leu Val lie 

350 

GGA GCG GCG AGC CGA 
Gly Ala Ala Ser Arg 



TTA GAA GTG CTT ACC 
Leu Glu Val Leu Thr 

380 

GGC ACT TTG ACT AAA 
Glv Thr- Leu Thr Lys 



CAA AAC GGG CAT TCT 
GIN AsN Gly His Ser 

410 

TCG CAG CTC TTA TCC 
Ser GIN Leu Leu Ser 



GCA TGC GAA GAA ATG 
Ala Cys Glu Glu Met 

440 

AAA AAT TAC GAA GAA 
Lys AsN Tyr Glu Glu 



CAT ACG GAT TTA ATC 
His Thr Asp Leu lie 

470 

TTC CAT ATC GCG CAC 
Phe His lie Ala His 



CAT GTG OCT TTC AAC 
His Val Ala Phe AsN 

500 

GAT GAG ATT AAA GAT 
Asp Glu lie Lys Asp 



GCG CAA GGG ATA GAA 
Ala GIN Gly lie Glu 

530 

AGC GCG ACT GAG AGC 
Ser Ala Thr Glu Ser 



TCT GTG CCT TTA GGG 
Ser Val Pro Leu Gly 



AAG GGT ATT TTA ATG 
Lys Gly lie Leu Met 

370 

CAA GCT AAA AGC ATC 
GIN Ala Lys Ser lie 



GGC GTT TTT AAA GTA 
Gly Val Phe Lys Val 

400 

AAA GAA GAA GTT TTG 
Lys Glu Glu Val Leu 



ACG CAC CCT ATC GCT 
Thr His Pro lie Ala 

430 

TTA AAG GAC GAC AAG 
Leu Lys Asp Asp Lys 



TTG AGC GGA ATG GGG 
Leu Ser Gly Met Gly 

460 

ATC GCA GGG AAT GAA 
lie Ala Gly AsN Glu 



AGC CCT TCC AAA GAA 
Ser Pro Ser Lys Glu 

490 

CAA ACT TAT ATA GGC 
GIN Thr Tyr lie Gly 



GAC GCC ATA GAG TGC 
Asp Ala lie Glu Cys 

520 

AAT TTT TGC ATT TTG 
AsN Phe Cys lie Leu 



ATC GCT CAA ACT CTG 
lie Ala GIN Thr Leu 

550 



TAT TTT GGA GGC GTG 
Tyr Phe Gly Gly Val 

360 

AAA GGC GTG CAT GTT 
Lys Gly Val His Val 



GCC TTT GAT AAA ACC 
Ala Phe Asp Lvs Thr 

390 

ACA GAT ATT GTG CCG 
Thr Asp lie Val Pro 



CAT TAC GCT TCT TGT 
His Tyr Ala Ser Cys 

420 

TTA TCC ATT C7A GAA 
Leu Ser lie GIN Glu 



CAC CAG CAT GAC ATT 
His GIN His Asp lie 

450 

GTT AAA GCG CAA TGC 
Val Lys Ala GIN Cys 



AAA ATG CTG GAT CAA 
Lys Met Leu Asp GIN 

480 

AAC GGC ACG ATC GTG 
AsN Gly Thr lie Val 



TAT ATC GTC ATT AGC 
Tyr lie Val lie Ser 

510 

TTA AGG GAT TTA AAA 
Leu Arg Asp Leu Lys 



AGC GGG GAC AGA AAA 
Ser Gly Asp Arg Lys 

540 

GGC TGT GAA TAT TAT 
Gly Cys Glu Tyr Tyr 
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GCG AGT TTG TTG CCT 
Ala Ser Leu Leu Pro 

560 

AAA GAA CGC TAT AAA 
Lys Glu Arg Tyr Lys 



AAT GAG GCT CCG ACT 
AsN Asp Ala Pro Thr 

590 

GGG AAA GGC TCA GAA 
Gly Lys Gly Ser Glu 



GAA GAA AAA ACG AGC 
Glu Glu Lys Thr Ser 



GCC CCG GCG ATT TTT 
Ala Pro Ala lie Phe 

580 

CTA GCG AGC GCT GAT 
Leu Ala Ser Ala Asp 



TTG AGC AAG CAA AGC 
Leu Ser Lys GIN Ser 

610 



GTG TTT AAA ACT TTT 
Val Phe Lys Thr Phe 

570 

GTA GGC GAT GGT ATC 
Val Gly Asp Gly lie 



GTG GGG ATT GGC ATG 
Val Gly lie Gly Met 

600 

GCG GAC ATT GTG ATC 
Ala Asp lie Val lie 



ACC AAT GAC TCC TTA AAT TCG TTA 
Thr AsN Asp Ser Leu AsN Ser Leu 

620 

AAA AAA ACT AAA AGC ATT ATT TGG 
Lys Lys Thr Lys Ser lie lie Trp 



GTG AAA GTT TTA GCG ATC GCT 
Val Lys Val Leu Ala lie Ala 

630 

CAA AAT ATC TTG TTC GCT TTG 
GIN AsN lie Leu Phe Ala Leu 
640 



GGG ATT AAA GCC GTT TTT ATC GTG CTA GGG CTT ATG GGG GTA GCG 
Gly lie Lys Ala Val Phe lie Val Leu Gly Leu Met Gly Val Ala 

650 660 

AGC TTG TGG GAA GCG GTC TTT GGC GAT GTG GGG GTT ACG CTT TTA 
Ser Leu Trp Glu Ala Val Phe Gly Asp Val Gly Val Thr Leu Leu 

670 

3278 

GCC TTA GCC AAC TCC ATG CGC GCA ATG AGA GCT TAA 
Ala Leu Ala AsN Ser Met Arg Ala Met Arg Ala *** 

680 686 

3300 3330 
AG CCTTGAATCC ATCATCAAAG AGCTAGAAGG GGGGCAAAAT GAACCACATA 

3380 

GAAAAACTAC TCCAAACCTT AGCGCCTAAA GGGGTGGAGT TTAGGAAGTT 



3410 

GGGGGAGGTG CTAGAATATG ATCTGAATTC 
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TRANSLATION OF A NUCLEIC ACID SEQUENCE 

DNA sequence PRH514. 
Total number of bases is: 3097. 
Analysis done on the complete sequence. 
Done on (absolute) phase(s): 1 / 2 and 3. 
Using the Universal genetic code. 



ORF Analysis 



/ 


Start 


End 


Frame 


ORF 1 


115 


1632 


1 
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TRANSLATION OF A NUCLEIC ACID SEQUENCE 

DNA sequence PRH948C. 

Total number of bases is: 4495. 

Analysis done on the complete sequence. 

Done by PC /GENE V.6.8 on (absolute) phase(s)s 1 , 2 and 3. 
Using the Universal genetic code. 
Underlined: Vector sequences 



ORP Analysis 



# 




Start 


End 


Frame 


ORF 


1 


10 


936 


1 


ORF 


2 


1162 


1872 


1 


ORF 


3 


1710 


1853 


3 


ORF 


4 


1871 


4094 


3 


ORF 


5 


4098 


4295 


3 


ORF 


6 


4400 


4481 


3 (incomplete at end) 
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